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ABSTRAK
Pengobatankankerpayudaradapatdilakukandenganagenkemoterapisepertidoxoru-
bicin.Namun,obatinimemilikiefeksampingyangmerugikansertapenggunaanjangkapanjang
dapatmenyebabkanresistensi.Olehkarenaitu,TemuKunci(Boesenbergiap ndurata)yang
telahditelitidapatmenghambatselkankerdiharapkandapatmenjadiagenuntukmengurangi
efeksampingtersebutdanmengurangiterjadinyaresistensiel.
EkstraketanolikrimpangTemuKunci(ETK)yangdiekstraksidenganetanol96%diuji
efeksitotoksiknyaterhadapselkankerpayudaraT47DdenganmetodeMTTpadaperlakuan
tunggalmaupunkombinasidengandoxorubicinuntukmemperolehIC50danindekskombinasi
(CI). Uji sitotoksikperlakuantunggalETK dandoxorubicinpadasel T47DdiperolehIC50
berturut-turutsebesar56pglmLdan15nM Dari hasilkombinasiantaraETK-doxorubicin
diperolehampirsemuaindekskombinasi< 0,9yangberartimenunjukkanefeksinergisme.
Konsentrasikombinasiyangoptimumadalah3181C50doxorubicin-Jl8IC50 ETK. Hasil
penelitianini menunjukkanbahwaETK berpotensisebagaiagenterapikombinasiuntuk
meningkatkanaktivitaskemoterapi.
Katakunci: TemuKunci(Boesenbergiap ndurata),selT47D,P13K,kokemoterapi
PENDAHULUAN
Kankerpayudaramerupakankasus
kankeryangmendudukiperingkatpertama
padawanitadiseluruhduniasertamerupakan
penyebabkematianterbesarpadapenderita
kankerwanitadinegaramaju(l). Sedangkan
padanegaraberkembangsepertiIndonesia
kankerpayudaramerupakankankerdengan
insidensitertinggisetelahkankerserviks(2).
Sehinggapentinguntukdikembangkansebuah
inovasipengobatanyangamanuntukterapi
kankerpayudara.
Terapikankerpayudarayangbanyak
digunakansaat ini adalah kemoterapi
menggunakandoxorubicin(3). Melalui
penelitianlebihlanjutdiketahuiterdapatefek
sampingyangtimbulpadapenggunaandoxo-
rubicinsepertiresistensiobat,kerusakanor-
ganjantung,rasamual,muntahdanrambut
rontok (4). Kemudiandiketahuibahwa
penggunaanobatherbalsebagaikombinasi
dengankemoterapimerupakancarayangl.ebih
baikpadapengobatankasuskankerkarena
dapat meningkatkankemanjuranserta
mengurangitoksisitas(5).
Salahsatubahanalamyangberpotensi
sebagaigenantikankeradalahrimpangTemu
Kunci (Bosenbergiapandurata).Beberapa
penelitianmenyebutkanbahwasalahsatu
kandungansenyawaaktifrimpangTemuKunci
yaitu panduratinA dapatmenghambat
pertumbuhanselkanker(6).Sebuahpenelitian
menyatakanbahwapanduratinA mampu
menginduksiapoptosispadaselkankerkolon
HT29dengananalisisflowcytometry(7).Hasil
daripenelitianlainmenunjukkanPanduratinA
jugamampumenginduksiapoptosisselkanker
prostatPC3danDUl45manusia(8).Sehingga
TemuKunciberpeluanguntukmenjadiagen
terapikombinasisebagaialternatifupaya
peningkatanaktivitasagenkemoterapi
terhadapselkanker.Selanjutnyadiketahui
salahsatumekanismepenghambatankanker
payudaradalahpemacuani duksiapoptosis
melaluipenghambatanktivitasPhosphatidi-
linositol3-Kinase(PI3K). Penghambatan
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aktivitasPI3K denganwortmannin(inhibitor
PI3K) temyatadapatmenyebabkaninduksi
apoptosis(9). PanduratinA sebagaisenyawa
aktifrimpangTemuKuncidiharapkanmemiliki
kemampuanpenghambatanaktivitasPI3K,
sehinggadapatmenginduksiapoptosissel
kankerpayudara.
Penelitianinibertujuanuntukmengetahui
potensi Temu Kunci sebagaiagen terapi
kombinasidalampeningkatanaktivitasdoxo-
rubicin terhadapsel kankerpayudaraT47D.
Padaakhimya,penelitianinidiharapkandapat
menjadidasarilmupengetahuandalamaplikasi
pengembanganinovasiobatyang potensial
danamanuntukkankerpayudaradaritanaman
TemuKunci.
METODEPENEUTIAN
TempatdanWaktuPelaksanaan
Penelitian ini dilaksanakan di
LaboratoriumParasitologiFakultasKedokteran
danLaboratoriumFarmakognosibagian
BiologiFarmasi,FakultasFarmasiUniversitas
GadjahMadapadabulanFebruari-Mei2009.
BahanPenelitian
Bahanutama
BahanujiyangdigunakanyaituDoxoru-
bicinyangdiperolehdariRumahSakitSardjito
serta serbuk rimpang Temu Kunci
(Boesenbergiapandurata)yangdibelidari
BalaiBesarLitbangTanamanObatdanObat
Tradisional(B2P2TOOT),kemudianserbuk
diekstraksidenganmetodemaserasielama5
haridenganpenyarietanol96% (Merck)dan
dikentalkandenganrotary evaporator
(HeidolphWB2000).SelT47Dsebagaimodel
selkankerpayudaradiperolehdarikoleksiCan-
cer ChemopreventionResearchCenter
FakultasFarmasiUGM.
Media PenumbuhSel (MediaKultur/MK)
Bahan dibuatdari serbuk Dulbeccos
Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco),
FetalBovineSerum(FBS) 10%v/v(Gibco)dan
Penisilin-Streptomisin1% v/v (Gibco). Sel
dipanendariculturedish/flask(Iwaki)dengan
TripsinEDTAO,25% V/v(Gibco).
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Uji SitotoksikdenganM1T
Padauji ini dibutuhkan:Mediakultur,
Pelarut sampel: Dimetil Sulfoxida
(DMSO)(Sigma),Larutanstopper:Sodium
Dodesi/Sulfat(SDS)10%v/v(Merck)dalam
HCl0,1N (Merck),0,5mglmLReagenMTT (3-
(4,5-dimetil tiazol-2-il(-2,5-
difeniltetrazoliumbromida)))yangdibuat
dengancarnmelarutkan50mgMTT (ditimbang
denganeracanalitik(Sartorius»dalam10mL
PBS,kemudianmbillmLlarutandanencerkan
denganlarutanmediasampai10mL serta
larutanpencuci:PBS (PhospatBufferSaline)
pH7,4yangdibuatdenganmelarutkan0,2g
KCl (HPLCgrade,Sigma),8gNaCI(HPLC
grade,Sigma),1,15gNa2HP04(HPLCgrade,
Sigma)danKH2P04 (HPLC grade,Sigma)
dalam1L aquadest.
MetodePenelitian
UjiKombinasisertaPengamatan
SitotoksisitasdenganMetodeM1T
SelT47Ddengankepadatan5x 103sell
sumurandidistribusikankedalam96-wellplate
(Nunc),kemudiandiinkubasiselama24jam
pada37°CdalaminkubatorC02 (Heraeus).
Setelah24jammediadibuang,cucidengan100
J.llPBSlalubuangPBS,kemudianditambahkan
mediakultursebagaikontrolmedia,1,5%vIv
DMSO sebagaikontrol DMSO, untuk
perlakuanETK digunakankonsentrasi10,20,
30,60,100,200serta250J.lglmLsedangkan
perlakuandoxorubicin10,25,50,75dan100
nM. Padauji kombinasidilakukandengan
membuatserikonsentrasicampuranETK-doxo-
rubicindarihasilIC50uji sitotoksiktunggal
denganserikonsentrasi1/2,3/8,1/4dan1/8
IC50,dalamuji kombinasiinidigunakanseri
konsentrasiETK yaitu28,21,14dan7J.lglmL,
sedangkandoxorubicin8, 6, 4 dan2 nM.
Kemudiandiinkubasikembaliselama24jam
padasuhu37°C.Padaakhirinkubasi,media
dibuang,dicucimenggunakan100J.llPBSlalu
buangPBS,kemudiankedalammasing-masing
wellditambahkan100il mediakulturyang
mengandung5mglmLMTT, diinkubasilagi
selama4jampadasuhu37°C.Reaksidihentikan
denganstopperSDS10%v/vdalam0,1NHCl
dandibacaabsorbansinyadenganELISA
reader(Bio-rad)padapanjanggelombang595
nm.
AnalisisData
Uji Sitotoksisitas
DatayangdidapatdariELISA Reader
berupahasil absorbansimasingmasing
sumurandikonversikan dalam persen
kehidupan(viabilitas)el.
Pengukurankadar IC50 dilakukan
denganmenggunakanpersamaan:y=bx+a,
yangdiperolehdarihasilregresilinierlog
konsentrasidenganpersenselhidup.Harga
IC50 merupakankonsentrasiyangdapat
menghambatproliferasiataupertumbuhansel
sebesar50%populasisel(10).
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Ana/isis nilai indekskombinasi(CI)
Potensiaplikasidalamterapikombinasi
dianalisisdenganmenggunakanmetodeindeks
kombinasi(combinatorialindexmethodlCI)
yangditentukandenganmenggunakanrumus:
Dl D2
C1= +-------
Dxl Dx2
D1danD2 merupakankonsentrasidari
masing-masingsenyawauji yangdigunakan
untukujikombinasi.Dx1danDx2merupakan
konsentrasisenyawauji tunggal yang
disebabkanolehperlakuan(x)padapersamaan
regresiyangdigunakanuntukmenentukandua
kombinasisenyawa,apakahberupaefek
sinergis,aditifatauantagonis(11)(Tabell).
Tabell.InterpretasinilaiCI
CI
<0,1
0,1-Q,3
0,3-Q,7
0,7-Q,9
Interpretasi
sinergissangatkuat
sinergiskuat
sinergis
sinergisringan-sedang
HASILDANPEMBAHASAN
CI
0,9-1,1
1,1-1,45
1,45-3,3
>3,3
Interpretasi
mendekatiadditif
antagonisringan-sedang
antagonis
antagoniskuat-sangatkuat
EfekEkstrakEtanolikRimpangTemuKuncidanDoxorubicinTunggalTerhadapViabilitas
SelT47D
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Gambar1. EfeksitotoksikekstraketanolikrimpangTemuKunciterhadapselT47Ddengan
metodeMTT. GrafikhubunganserikadarekstraketanolikrimpangTemuKunci(A)
sertadoxorubicin(B)terhadapviabilitasselT47D.Datadiperolahmelalui2xreplikasi
:!:..sD(p<0,05).GambarmorfologiselT47Dpadaperlakuan:Kontrolsel(C);Kontrol
DMSO(D)dengankadarDMSOtertinggi(1,5%V/v)yangdigunakansebagaico-
solvenyangmenunjukkantidakadapengaruhDMSO terhadapviabilitasserta
morfologiselT47D;sertaperlakuanekstraketanolikrimpangTemuKunci(E)setelah
menginkubasi5xI 03sel padakadarekstrak56 ~g/ml (perlakuanIC50)
selama24jam.PerbesaranmikroskopIOOx.
Uj i sitotoksik dilakukan untuk
menentukanpotensi ketoksikan yang
dihasilkandariETK dandoxorubicinterhadap
selT47DyyPadaperlakuansitotoksiktunggal
ETK menunjukkanadanyakorelasiantara
konsentrasilarutanujidenganefektoksikyang
ditimbulkan. Hasil yangdiperolehpada
perlakuanETK danDoxorubicinmenunjukkan
fenomenadosedependentyangditunjukkan
denganefektoksikyangmeningkatseiring
peningkatankonsentrasi,yangberartisemakin
keciljumlahselyanghidup.Dariujisitotoksik
diperolehnilaiIC50perlakuantunggalETK
sebesar56~g/mLsedangkanpadadoxorubi-
cindiperolehhasilIC50sebesar15nM(Gambar
lA-B). Melaluipengamatanmenggunakan
mikroskopdapatdiketahuibahwapada
perlakuanETK menunujukkanterdapatnya
perubahanmorfologiselT47Ddibandingkan
kontrolselT47DdankontrolDMSO(Gambar
IB-D).
EfekKombinasiEkstrakEtanolikRimpang
TemuKuncidanDoxorubicinTerhadap
ViabilitasSelT47D
Uji kombinasimerupakanmetodeyang
digunakanuntukmenggambarkanefikasidari
hasilkombinasiantaraETK dengandoxorubi-
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cinterhadapT47Dmenggunakanpersamaan.
Kombinasidoxorubicindenganekstrakuji
memberikanindekskombinasi(TabelII).
TabelD.NilaiCI padaujikombinasiantara
ekstraketanolikrimpangTemuKuncidan
doxorubicinterhadapselT47D
Efeksinergis(CI<0,9)munculhampir
padaseluruhkombinasiantaradoxorubicin-
ETK,bahkanpadakombinasiantaradoxorubi-
cinpadakonsentra~i8dan6nMdenganETK
padakonsentrasi21~g/mL,14~g/mLdan7
~g/mLmenghasilkanefeksinergisyangsangat
kuat(TabelII). Dapatdiketahuipulabahwa
semakinkecilkonsentrasiETKyangdigunakan
makaefeksinergisyangdihasilkanakan
ekstrak doxorubicin
rimpang 8 (nM) 2
TemuKunci
64
(l!g/mL)
28 0,114 0,139 0,922 2,006
21 0,082 0,096 0,395 1,540
14 0,062 0,063 0,169 0,972
7 0,032 0,031 0,092 0,408
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(A)
Gambar2.Efek kombinasidoxorubicindenganekstraketanolikrimpangTemuKunci
terhadappersentaseselhidupT47DdenganmetodeMTT. Grafikhubunganperlakuan
kombinasiekstrak-doxorubicinterhadap ersentaseselhidup(A), sertaterhadapindeks
kombinasi(B).
menjadisemakinbesar,sedangkanpadaDoxo-
rubicinefeksinergisakansemakinbesarseiring
meningkatnyakonsentrasi(TabelIII). Selainitu
dapatdiketahuibahwakonsentrasikombinasi
yangoptimumadalahpadakonsentrasi6 nM
doxorubicin-7 f.lglmLETK ataupada3/8IC50
doxorubicin-1/8IC50ETK. Datainimemperkuat
hipotesis mengenai efek peningkatan
sitotoksikdaridoxorubicinolehETK.
Pembahasan
Penelitiani imenunjukkanbahwaekstrak
etanolikrimpangTemuKunci(Boesenbergia
pandurata)bersifatsitotoksikterhadapsel
kankerpayudaraT47D.Haltersebutdiketahui
melalui periakuantunggal ETK yang
menghasilkanIC50sebesar56f.lglmL,selain
ituperlakuanekstrakmenunjukkandosede-
pendentdimanapeningkatankonsentrasi
ekstrakdapatmenghasilkanefektoksikyang
semakinbesarterhadapselT47D.Ekstrak
etanolikrimpangTemuKuncimemilikipotensi
sebagaiagensitotoksikterhadapselT47D.
Suatuekstrakdinyatakanmemiliki efek
siotoksikyangpotenapabilamemilikiharga
IC50kurangdari100f.lglmL(12).Melaluiuji
kombinasidiperolehefeksinergismepada
aplikasikombinasiantaraektrakrimpangTemu
Kuncidengandoxorubicinpadahampirseluruh
konsentrasikombinasi.Sertadiperoleh
konsentrasikombinasiyangoptimumadalah
3/8IC50doxorubicin-'/8 IC50 ETK yang
menunjukkan bahwa ETK mampu
meningkatkanemampuansitotoksikdariDoxo-
rubicinterhadapselT47D.
Mekanismepenghambatanpertumbuhan
selkankerdapatterjadimelaluiberbagaipath-
waydansalahsatunyaadalahmelauiperistiwa
apoptosis.Apoptosismerupakanproses
bunuhdiri selyangterprogramdanproses
normal yang berperandalamberbagai
keperluansepertiperbaikanjaringan(3).Salah
satujalur yangberperanpentingdalam
apoptosisyaitujalurPI3K (phosphoinositide
3-kinase).Beberapapenelitimenyatakanbahwa
reseptortirosinkinasemengaktivasiPI3Kyang
selanjutnyakanmengkatalisisfosforilasi
Phosphatydilinositol(IP)membentukPI-3,4,5-
P3(PIP3).KemudianPIP3mengaktitkanAkt
memainkanperanandalammenghambat
apoptosis (9,13). Peneliti lain juga
menyebutkanbahwapeningkatanAkt ini
merupakansalahsatupenyebabterjadinya
resistensielterhadapagenkemoterapi(14).
PenghambatansenyawapadaPI3K akan
mencegahterjadinyafosforilasiAktsehingga
akanmenginduksiterjadinyaapoptosis.
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Sedangkanpadadoxorubicinsendiritelah
diketahuidapatmenginduksiterjadinya
fosforilasiAkt melaluipeningkatanaktivitas
kinasepadaPI3K. Akt yangteraktivasi
kemudiandipindahkankesitoplasmadanatau
mungkindiangkutkedalamnukleus,halini
yangkemudianmelibatkanregulasicellsur-
vival.Kemudiandiketahuiekspresidarisebuah
Akt teraktivasipadaRas/PI3-K/Aktpathway
mengakibatkanresistensiobatpadasel-sel
kankerpayudara(15).
Melalui simulasidockingmolecular
menggunakansoftwareMolecularOperating
Environment(MOE)lisensiFakultasFarmasi
UGM yangtelahdilakukanmenunjukkan
bahwasenyawaPanduratinAmemilikiafinitas
terhadapPI3K. Padainteraksiyangterjadi
antaraATP(ligannative)denganPI3K terjadi
padaresiduSerin806,Asparagin951,danValin
882(Gambar3A).SedangkanpadaPanduratin
,
A denganPI3K menunjukkanadanyainteraksi
yangsarnayaitupadaresiduserin806
Melalui keterangantersebut,dapat
diketahuibahwakemungkinanmekanisme
peningkatanaktivitassitotoksikdaridoxoru-
bicinterhadapselT47Dadalahmelaluiafinitas
yangterjadiantaraPI3K-PanduratinA, yang
menyebabkanPI3K tidakdapatmemfosforilasi
Akt dan mekanisme survival cell dapat
dihambat, sehinga mencegah terjadinya
resistensiselT47D,selainituPI3K merupakan
salahsatuproteinanti-apoptosis,yangapabila
dihambataktivitasnyaakibatterikatdengan
PanduratinA prosesapoptosisdapatberjalan
danmenyebabkankematiansel.Sehinggaperlu
dilakukanpenelitianlebih lanjut mengenai
ekspresidariproteinAkt terfosforilasiuntuk
mengetahuilebihlanjutmekanismepemacuan
apoptosisyangterjadipadapemberianekstrak
etanolikrimpangTemuKunci.
/
(C) (D)
Gambar3.InteraksiantaraPI3K-ATP danPI3K-PDT A. Terdapat3jenisikatanyangterjadi
antaraPI3K danATPyaituikatandarigugusfosfatATPdenganresiduasn951danserin806,
ikatanantaratomN denganresiduvalin882(A);sedangkanpadaPDTA danPI3Kadasatujenis
ikatanyaituikatanantaratom0 padagugusmetoksiPDTA denganresiduserin806(B,C,D)
_Ikatan ATPdenganasn951,serin806danvalin882padaPI3K
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KESIMPULAN
Dari penelitianini didapatkanbahwa
ekstrak etanolik rimpang Temu Kunci
(Boesenbergia pandurata) dapat
meningkatkanaktivitasagenkemoterapidoxo-
rubicinterhadapselT47D.
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